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Argonaute蛋白质在miRNA基因调控中的作用
周佳坤1,2  刘马峰1,2,3  贾仁勇1,2,3*

(1四川农业大学禽病防治研究中心, 成都 611130; 2四川农业大学预防兽医研究所, 成都 611130; 
3动物疫病与人类健康四川省重点实验室, 成都 611130)

摘要      miRNA(microRNA)是一类长约22 nt, 具有调控功能的内源性非编码小RNA。成熟

miRNA由RNA聚合酶II/III转录的初级转录物经过一系列酶剪切加工产生, 最终与Argonaute蛋白质

等复合为沉默效应复合物(RNA-induced silencing complex, RISC)。miRNA通过与靶基因完全或部

分序列互补配对, 指导RISC对靶基因进行降解或翻译抑制。Argonaute作为RISC的主要效应蛋白, 
在miRNA的生成及靶基因的调控过程中起着重要作用。该文综述了Argonaute在miRNA介导的基

因调控中的作用, 以期有助于miRNA调控网络的研究及机制的阐释。
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Abstract       miRNA (microRNA) is approximately 22 nt in length and are defined as regulated endogenous 
non-coding RNA. Mature miRNAs are produced by pri-miRNAs which are transcribed by RNA polymerase II/III 
and modified by series of enzymes. The mature miRNAs and Argonaute proteins are incorporated into the RNA-
induced silencing complex (RISC) eventually. miRNA guides RISC to degrade or repress target genes through base-
paired completely or partially with target mRNAs. As core components of RISC, Argonaute plays an important role in 
the miRNA biogenesis and translational repression. This paper reviewed the effect of Argonaute protein on miRNA-
mediated gene silencing. It would be helpful to further reveal the mechanisms of the regulation network of miRNAs.
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自首个miRNA(microRNA)在线虫中发现以来, 
这类曾经被视作“垃圾基因”的小RNA, 重新进入人

们的视野并开创了基因表达调控研究的新篇章。随

着研究的深入, 人们发现, miRNA参与机体中许多重

要的生理及病理过程, 如机体的生长发育[1]、肿瘤

的发生[2]和免疫反应[3]等, 这使得其成为了生物学研

究的焦点。miRNA沉默通路需要一系列蛋白质的参

与, 其中RISC(RNA-induced silencing complex)的核

心效应成分Argonaute蛋白质备受关注。Argonaute
广泛存在于真核生物中, 在进化上具有保守性, 研究

发现, 其在miRNA合成及靶基调控中均有参与。本

文在简要介绍Argonaute蛋白质结构与功能的基础

上, 综述已有研究中Argonaute在miRNA沉默通路中

的作用, 从效应蛋白Argonaute的角度阐述可能影响
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miRNA沉默途径中的因素, 为miRNA调控网络及作

用机制的深入研究提供理论基础。

1   Argonaute蛋白质的结构与功能
Argonaute由700(如真细菌Aquifex aeolicus)~ 

1 200(如果蝇AGO2)个氨基酸残基组成, 约100 kDa, 
其结构在进化上具有高度保守性。Argonaute是
RISC的核心效应成分, 能为miRNA提供锚定位点, 
使其实现靶基因的降解或翻译抑制, 在基因沉默信

号转导途径中具有重要作用。真核生物Argonaute又
可分为AGO蛋白质和PIWI蛋白质2个亚家族。AGO
主要与siRNA和miRNA引起的基因沉默有关, PIWI
则参与piRNA(piwi-interacting RNA)的生殖细胞转座

沉默作用[4]。

蛋白质的生物功能通常由其结构决定。Kwak
等[5]、Song等[6]和Kuhn等[7]利用X-射线晶体学分析

火球菌(Pyrococcus furiosus)Argonaute的晶体结构(图
1), 发现Argonaute由4个结构域(N-端结构域、PAZ
结构域、MID结构域和PIWI结构域)及2个Linker(连
接N-端和PAZ的Linker 1、连接PAZ和Mid的Linker 
2)构成。不同的结构域发挥着不同的生物学功能。

研究发现, PAZ结构域可识别并结合miRNA的3′端
的2个悬垂核苷酸[8-9]; PIWI结构域具有由3个保守

氨基酸(Asp597/Asp669/His807)构成的DDH三联体

结构域, 因而使Argonaute具有核酸内切酶类似活

性, 可将与之结合的小RNA裂解为含有3′羟基和5′
磷酸的切割产物, 但并非所有的Argonaute都具有剪

切特性; PIWI结构域具有保守的识别口袋, 可结合

miRNA的5′磷酸基团[6,10]; MID结构域的口袋结构

可结合miRNA的5′末端; N-端结构域的作用可能与

miRNA׃miRNA*二倍体的解旋有关[5]。从Argonaute
与miRNA作用的空间位点可知, 成熟miRNA锚定于

蛋白质的中心区域, 这可能有利于其生物学功能的

稳定发挥。

Argonaute蛋白质可与miRNA及mRNA复合

这一特点, 已被用于新miRNA靶标检测方法的建

立。由于miRNA与mRNA作用的种子区域仅有6
个核苷酸, 因而其庞大的靶基因调控数据库的分

析需借助生物信息学手段。目前广泛使用的是高

通量测序法是在获取大量测序数据后再结合生物

信息学方法, 根据miRNA种子序列的进化保守性

进行靶基因预测, 但不同算法会得到不同的结果, 

图为Argonaute蛋白质的立体带状结构图, 红色为PAZ结构域、浅蓝色为Linker 1、蓝色为N-端结构域、绿色为MID结构域、紫色为PIWI结构域、

黄色为Linker 2结构域。结构中的主要活性位点标注为球状, 氨基酸残基Y192主要结合miRNA末端的2个核苷酸; 氨基酸残基D558、D628、E635则

构成DDH结构, 使Argonaute具有剪切活性。

Stereoview ribbon representation of Argonaute showing the PAZ domain (red), the Linker 1 (light blue), the N-terminal domain (blue), the middle 
domain (green), the PIWI domain (purple), and the Linker 2 (yellow). The dominated active site residues are drawn in spheres representation. Residue 
Y192 bind the penultimate nucleotide of miRNA. Residues D558, D628, E635 form the DDH motif which makes Argonaute as a slicer.

图1   古细菌P. furiosus的Argonaute蛋白质结构(根据参考文献[5]修改)
Fig.1  The structure of P. furiosus Argonaute (modified from reference [5])
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这使其可靠性受到一定的质疑。结合高通量测序

(cross linking-immunprecipitation-high throughput 
sequencing, HITS-CLIP)利用Argonaute蛋白质与

miRNA及mRNA形成复合体的特点, 通过抗体与

Argonaute蛋白质的作用拉下复合体, 再对复合体纯

化测序。此方法能更加精确地分析得到miRNA与其

靶标mRNA, 甚至发现新的miRNA, 但是该方法仍需

通过生物信息学方法筛选, 因而依旧存在一定的假

阳性率且抗体易产生非特异性背景信号, 增加数据

解析的难度。

2   Argonaute蛋白质在miRNA合成过程

中的作用
2.1   miRNA合成过程

miRNA在动植物体内普遍存在, 成熟的miRNA
长21~23 nt。经典的miRNA合成过程起始于细胞核

中RNA聚合酶II/III转录的具有帽子结构及多聚腺苷

酸尾巴(AAAAA)的初级转录本(pri-miRNA)[11-12]。pri-
miRNA经Drosha酶、DGCR8(DiGeorge syndrome 
critical region 8 protein)及双链RNA结合蛋白组成

的核内“微处理器(microprocessor)”去除帽尾结构

生成约60~70 nt具有茎环结构的前体miRNA(pre-
miRNA)[13-14]。pre-miRNA借助Ran-GTP/Exportin 
5, 从细胞核转运至细胞质中, 其中, Ran-GTP能保

护pre-miRNA不被外切核酸酶消化。在细胞质中, 
pre-miRNA与TRBP-AGO-Dicer三聚体 [15]、Hsp70
及Hsp90等复合为RISC[16]。接着 , pre-miRNA在

复合物中被 Dicer进一步加工处理为 21~23 nt 的
miRNA׃miRNA*二聚体 , miRNA׃miRNA*二聚体

与 Argonaute装载复合并解旋 , 同时释放 Dicer及
miRNA*形成最终效应物RISC, 发挥基因调控作用。

在上述miRNA生成过程中, Drosha与Dicer酶
似乎是不可或缺的, 但研究发现, 即使没有Drosha或
Dicer酶的参与, miRNA也能产生, 在miRNA的其他

合成途径中称为非经典途径。目前, 已报道的此类

miRNA有不依赖Drosha的mirtron[17]、不依赖Dicer
的Dicer非依赖型miRNA[18]。

2.2   Argonaute蛋白质对miRNA合成的影响

miRNA作为基因的转录产物, 其生成和降解也

会受到一定的调控。研究发现, Argonaute可直接作

用于pre-miRNA产生新的miRNA, 也可提高miRNA
稳定性以确保基因调控功能的发挥(图2A)。
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A: miRNA不同的合成途径; B: Argonaute蛋白质在miRNA调控中的作用。Argonaute参与miRNA的调控主要有两种方式。一是招募RNA酶直接

降解mRNA, 此外, 也可与其他蛋白(如GW182)相互作用抑制蛋白翻译。

A: different biogeneses of miRNA; B: how Argonaute works in miRNA regulation. There are two main ways of Argonaute participate in miRNA 
regulation. One is to recruit RNases to directly degrade the mRNA and the other is to interact with proteins like GW182 to suppress the translation.

图2   Argonaute蛋白质在miRNA合成过程及调控途径中的作用

Fig.2   Mechanisms of how Argonaute works in miRNA biogenesis and regulation
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2.2.1   影响miRNA表达量      众所周知, Argonaute
可锚定miRNA及其靶基因从而使基因调控顺利

进行, 但Argonaute的作用不只限于为反应提供平

台。目前已有不少研究显示, Argonaute可以提高

成熟miRNA的稳定性, 上调miRNA的表达量及丰

度。Diederichs等[19]排除了miRNA合成过程中其

他蛋白质(如Drosha、Dicer等)的影响, 发现所有的

人Argonaute(Argonaute 1~Argonaute 4)均可使成熟

miRNA的表达量增加。这说明, Argonaute蛋白质家

族在miRNA的成熟稳定中起着重要的作用, 推测其

原因可能与Argonaute的空间结构有关, 因为miRNA
被锚定于蛋白质的中心部位, 这减小了其被降解的

概率。之后, Winter等[20]发现, 在缺乏Argonaute 2
的细胞中, miRNA指导链的半衰期明显缩短, 此结

果进一步支持了Argonaute可提高成熟miRNA的

稳定性以增加miRNA丰度的理论。此外, 研究发

现, Argonaute还可以利用miRNA的自调控途径提

高miRNA的表达量。C. elegans AGL-1在成熟let-7 
miRNA的作用下与pri-let-7结合, 使转录本的含量减

少而成熟miRNA的含量增加, 对成熟miRNA的生成

具有正调控作用[21]。AGL-1与pri-let-7的结合发生在

细胞核, 因而该过程可能涉及其他因子的参与, 如核

输出蛋白-1(ex-portin-1, XPO-1), 其深入的作用机理

仍有待研究。

近来, Nishi等[22]研究人GW182蛋白质家族成

员TNRC6A(trinucleotide repeat containing 6A)时发

现, Argonaute可以影响TNRC6A的核定位功能间

接调控miRNA的沉默机制。Argonaute蛋白质的

PIWI结构域可与GW182蛋白或Dicer酶结合[23-24], 这
提示, TNRC6A可能通过竞争抑制Argonaute蛋白

质与Dicer的结合, 影响pre-miRNA的加工从而实

现miRNA的沉默机制的调控[25]。但也有可能是, 
TNRC6A直接作用与小RNA及Argonaute蛋白质的

复合, 通过影响miRNA的稳定性来调控沉默作用, 
然而实际的作用机理还需深入研究。

2.2.2   产生Dicer非依赖型miRNA      Argonaute不仅

能提高miRNA的稳定性还能作用于miRNA非经典

合成过程产生新的miRNA, 丰富miRNA的种类。研

究发现, 哺乳动物Argonaute 2具有剪切活性, 在某

些情况下可不需要Dicer酶的作用, 直接剪切加工

pre-miRNA为新的中间体ac-pre-miRNA并产生Dicer
非依赖型miRNA[19], 此类miRNA的典型代表为哺

乳动物miR-451。Cheloufi等[18]深入研究鼠胚miR-
451发现, 其生成途径需要Drosha的参与, 但跳过

Dicer直接与Argonaute 2作用产生miR-451, 这可能

是Argonaute 2的剪切活性替代了Dicer的作用直接

催化miRNA的成熟。Yang等[26]将hsa-miR-451系统

直接导入果蝇细胞中, 发现其仍可发挥作用, 并进

一步指出3′→5′核糖核酸外切酶可能参与到ac-pre-
miRNA的成熟过程, 但详细的作用机制尚不清楚。

Cheloufi等[18]及Yuan等[27]发现, 红细胞的生成及肿瘤

的发生等一系列生理病理过程也均与miR-451的调

控有关, 这意味着由Argonaute 2剪切生成的miRNA
或许是生理与病理途径交错的重要调节分子, 具有

重要的研究意义。

3   Argonaute蛋白质在miRNA调控途径

中的作用
成熟miRNA的5′端2~8位的种子区域可与其靶

基因互补结合, 使其发生降解或翻译抑制, 从而实

现对基因的调控作用。研究发现, Argonaute可参与

miRNA的调控途径并有助于其对靶基因的翻译抑

制及降解(图2B)。
3.1   参与翻译抑制

越来越多的研究表明, Argonaute在靶基因的翻

译抑制中发挥着重要的作用。在研究Argonaute如
何阻遏蛋白质翻译中, Chendrimada等[28]认为, 真核

翻译起始因子6(eukaryotic initiation factor 6, eIF6)及
核糖体60S亚基能与Argonaute 2相互作用, Argonaute 
2通过招募eIF6阻止完整80S核糖体的组装来抑制

翻译。Kiriakidou等 [29]则认为 , 人Argonaute 2是通

过与真核起始因子eIF4E竞争mRNA的帽子结构从

而抑制翻译起始, 因为Argonaute 2的MID结构域具

有eIF4E作用的相似位点。针对两种不同的观点, 
Eulalio等[30]在黑腹果蝇细胞上检测了各种miRNA的

报告体, 认为eIF6途径并非是一般miRNA沉默所必

需的。这说明, 在不同的细胞中Argonaute可能通过

不同的方式发挥作用, 因此, 在分析其作用机制时应

综合考虑Argonaute种属、靶基因的特点、细胞周

期等因素。

细胞质处理小体(p-body)是miRNA与靶基因

相互作用的最终场所, 其上存在许多的mRNA降解

酶及蛋白成分[31]。Argonaute不仅可招募p-body上
的各种酶降解靶基因, 还可与其蛋白成分GW182相
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互作用抑制蛋白质合成。Eulalio等[30]在验证果蝇

Argonaute 1是否同人Argonaute 2一样可竞争性抑制

eIF4E与mRNA的结合时, 意外发现, 果蝇Argonaute 
1虽不能竞争性抑制eIF4E, 但却能与GW182共同

影响miRNA的结合, 说明Argonaute的翻译抑制机

制在不同的种属在存在差异。Chekulaev等[32]在

对GW182的结构研究中指出, GW182蛋白质家族

的C-端可招募poly(A)结合蛋白C1[Poly(A) binding 
protein cyto-plasmic 1, PABPC1]、PAN2-PAN3和
CCR4-NOT腺嘌呤酶复合物, 诱导靶mRNA翻译抑

制或降解。Nishi等[33]则进一步指出GW182 N-端
的GW重复序列可与Argonaute的PIWI结构域结合, 
因此Argonaute可能通过GW182招募其他效应分

子, 间接抑制mRNA的翻译。以上研究结果均表明, 
Argonaute与GW182的相互作用对miRNA的沉默机

制具有重要的影响[34-35]。

3.2   参与降解mRNA
在对拟南芥Argonaute的研究中发现, Argonaute

亦参与mRNA的直接降解过程。拟南芥Argonaute 1
与21 nt的miRNA复合为RISC后, 可招募3′→5′外切

体对靶mRNA的3′端进行剪切, 招募5′→3′外源性核

糖核酸酶降解5′端, 对靶mRNA直接进行剪切降解。

但拟南芥Argonaute 1与22 nt的miRNA结合后则指导

RNA聚合酶RDR6(RNA-dependant RNA polymerase 
6)在靶mRNA的3′端生成siRNA, 以siRNA的方式降

解靶mRNA[36-37]。研究认为, 拟南芥中靶基因不同降

解机制的发生可能与miRNA的长度有关, 但是否如

此以及Argonaute到底如何介导上述结果的发生仍

有待研究。

4   展望
miRNA介导着机体基因转录水平及转录后

水平的调控, 在机体生命过程中具有重要意义, 因
此, 越来越多的目光聚集到这类小RNA分子上。由

于miRNA合成过程及调控途径中的众多因素皆

可影响调控结果, 因此其调控机制显得纵横复杂。

Argonaute是miRNA沉默途径中的重要效应蛋白, 通
过Argonaute梳理miRNA介导的基因调控途径中复

杂的影响因素有利于对miRNA基因调控网络的深

入剖析。然而, 目前研究中仍有许多值得我们深入

思索的问题, 如不同种属Argonaute与miRNA作用机

制的差异是什么, Argonaute与GW182家族等相互作

用影响miRNA沉默作用的具体机制是什么？利用

pull down方法解析miRNA与其靶mRNA的方法已逐

渐成熟, 但如何优化条件使分析更加精确以及如何

对数据进行深度挖掘都是我们仍待努力的方向。虽

然目前许多研究都存在空白, 但相信随着研究的深

入, Argonaute与miRNA介导的基因调控的联系会更

加明朗。
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